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                研究目的
 部分肝切除後の肝再生を促進させる導とは, 肝臓の外科的治療後の術後肝不全を回避するうえ
 で非常に重要な問題であ る。 これまで当教室における研究結果か ら, 分岐鎖アミノ酸の中でもバ
 リンが部分肝切除後の肝再生促進の中心的な役割を担っていることが明 らかになった。 本実験で
 はバリ ンの 70%部分肝切除後の肝再生促進効果の分子生物学的機序を明 らか にすることを目的
 に した。
                研究方法
 バリ ンを混餌投与あるいは対照と してカ ゼイ ンを混餌投与 したマウスに対し 70%部分肝切除
 を行った。 肝切除後, 経時的に再生肝を摘出 し肝切除後の細胞増殖の指標となるいくつかのタン
 パク質の発現誘導をウエスタン法にて検討するとともに, 再生肝体重比を算出した。 次に, この
 再生肝を用いて肝再生過程において重要な転写因子である CCAAT/enhancer binding protein
 (CIEBP) family の発現誘導について mRNA とタンパク質 レベルで比較検討した。 さらに
 suppressive subtraction hybridization (SSH) 法を用いてバリンを混餌投与したマウス再生肝
 で誘導される遺伝子群を同定 し, これらバリンの標的候補となる遺伝子について肝切除後の経時
 的誘導をノーザ ン法を用 いて検討した。 バリ ン投与再生肝で発現が増大 していた遺伝子の下流に
 あるとさ れる プロ モーター領域の活性化にっ いてラッ トの初代培養肝細胞 を用 いて検討 した。
                研究結果
 バリン混餌投与したマウスの再生肝において, 部分肝切除後の肝再生の指標となる prolifer-
 ating cen nudear antigen (PCNA),ならびに cydin Dl がタ ンパク質 レベルで部分肝切除後そ
 れぞれ 24, 12 時間から発現が認められた。 再生肝体重比は部分肝切除後4, 6日においてコン
 トロール群と比較 し有意に高かった。 バリ ン投与により誘導される遺伝子について詳細に検討し
 た結果, バリ ンを投与されたマウスの肝再生過程において転写因子である CCAAT/enhahcer
 binding protein (CIEBP) βの負の制御因子であるLIP (liver-enriched transcriptional in-
 hibi七〇ry protein) と C/EBPζのタンパク質レベルで誘導が抑制された。 また, SSH 法により
 膜タ ンパク質のひとつである Racl mRNA がバリ ン混餌投与 した再生肝において発現増大 して
 いた。 さらに, ラット由来の初代培養肝細胞において cyclin Dl promoter 活性がバリン添加培
 地により活性化されること, そしてこの活性化にはRac1 が関与することが明 らかになった。
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 このような細胞増殖に関わるシグナ ル伝達系の活性化に加えて, バリン投与により脂質代謝に
 関わる遺伝子がいくっか誘導された。 なかでも, β酸化の律速酵素である very-long chain
 acyl-CoA dehydrogenase (VLAD) mRNA が部分肝切除後のバリ ン混餌投与した再生肝で発現
 が増大 していた。
                結論
 バリン投与による肝再生促進効果の機序として, 以下の系を修飾 し肝再生を促進 している可能
 性が示唆された。 バリン投与再生肝において
 (1) 肝切除時より Racl mRNA の発現が亢進し C/EBPβ (LAP) のタンパク質が優位に発現す
 る。 その結果, Cyciin DI promoter が活性化され Cyclin D1 タンパク質が肝切除後 12 時間よ
 り発現増大す る。
 (2) VLAD mRNA の発現が増大 し, β酸化を亢進しATP を得ている。
              研究の意義・独創的な点
 本研究 は分子生物学的手法を用 いて分岐差ア ミノ 酸であるバリ ンを投 与した再生肝 において,
 いくつかの遺伝子群が mRNA あるいはタ ンパク質 レベルで発現が変化することを示 した。 その
 うちのひとつであるRac1 に着目 し, 再生過程の肝細胞周期に関連する遺伝子を制御することに
 よりバリ ンが肝再生を促進する機序を明 らかにした。 さらに, 新たにバリ ンの肝臓に対する効果
 と して脂質代謝 に関す る遺伝子誘導 に影響 を及ぼ している可能性 を示 した。
 これらの結果より, アミノ酸であるバリンを投与することにより肝切除後の再生肝において何
 らかの遺伝子発現を変化させている可能性をは じめて明らかに している。 この点でアミノ酸の新





 本論文では, 分岐鎖アミノ酸のひとつであるバリ ンによる部分肝切除後の肝再生促進効果の分
 子生物学的機序をマウスの70%部分肝切除モデルを用いて検討 した。
 結果は, バリンを添加した給餌食を投与することによりマウスの70%部分肝切除後の肝再生が
 促進することを再生肝重量の増加に加え, 肝再生の指標となる Proliferative cell nuclear anti-
 gen (PCNA), Cyclin D1 のタンパク質発現が肝切除後早期に増強されることを明らかに した。
 バリン投与再生肝において転写因子である CCAAT/enhancer binding protein βの抑制性タン
 パク質である Liver-enriched transcriptional inhbitory protein (LIP) あるいは CI EBP
 homologus protein (CHOP) の発現がともに抑制され, バリン投与により C/EBPβ (LAP)
 優位に発現が誘導されることを明らかに している。 さらに, バリンを投与された再生肝で誘導さ
 れる遺伝子群を suppression subtractive hybridization 法を用いて検討 し, バリ ン投与により
 細胞増殖 脂質代謝に関わる遺伝子群が誘導されることを示している。 そのうちのひとつである
 Racl gene に着目しその下流にある Cyclin DI promoter 活性をラットの再生肝より得た初代培
 養肝細胞を用いてバリ ン添加培地が Racl を介しCyclin DI promoter が活性化されることを明
 らカ】にした。
 このよう に, バリ ン投与による肝再生促進効果の機序のひとつとして膜タ ンパク質の発現増強,
 転写因子の安定化, プロモーターの活性化という一連のシグナルの流れを増強していることを分
 子生物学的手法を用いて検討している。 また, バリン投与により肝再生過程における細胞増殖の
 エネルギーと して脂質代謝のβ酸化を亢進させることにより得ている可能性を明 らかに している。
 本論文は肝再生過程における栄養環境と してバリ ンを投与することにより細胞増殖あるいは脂
 質代謝に関わる遺伝子発現を変化させ, 肝再生を促進させることをはじめて明らかにした。 得ら
 れた新たなる知見はバリ ン投与による肝再生過程に対する効果と して多くの示唆と学問的根拠を
 与える内容である。 従って, 本論文は学位を授与するに値するものと判断される。
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